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Neue Systeme zur Regulation der Genexpression 

Beschreibuxig 

5 

Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zur Selektion 
neuer P R - oder P L -Operatorsequenzen aus lambdoiden Phagen, die 
eine im Vergleich zur Wildtypsequenz unterschiedliche Thermo- 
stabilitat hinsichtlich der Bindung eines Repressors aufwei- 
10 sen. Weiterhin werden neue mutierte P R - oder P L -Operatorseguen- 
zen sowie deren Verwendung zur temperaturregulierten Expres- 
sion von Genen und zur Herstellung verbesserter Impfstoffe 
of f enbart . 

15 Die Initiation der Transkription von der 0 R -0 L -Region des Bak- 
teriophagen Lambda und anderer lambdoider Phagen wird durch 
einen Repressor, das Produkt des el-Gens, negativ und positiv 
reguliert (siehe den Ubersichtsart ikel Ptashne et al . , Cell 19 
(1980) , 1-11) . In der 0 R -Region uberlappen drei Operatorsequen- 

20 zen (O r 1, O r 2 und O r 3) die in unterschiedlichen Richtungen 
orient ierten Promotoren P R und P^. P R steuert die Transkription 
von Genen, welche fur den lytischen Vermehrungszyklus des 
Phagen verantwort 1 ich sind, wahrend P^ der Promotor fiir das 
Lambda cl -Gen ist, welches fur das Auf rechterhalten des lyso- 

25 genen Zustands verantwort 1 ich ist. Der Lambda-Repressor cl 
bindet kooperativ an die Operatorsequenzen 0 R 1 und 0 R 2 mit dem 
Ergebniss, daS P R reprimiert und P^ aktiviert wird. 

Dariiberhinaus enthalt der Bakteriophage Lambda auch eine wei- 
30 tere Operatorregion 0 L , die ebenfalls drei Operatorsequenzen 
(O l 1, O l 2 und O l 3) enthalt. Durch Bindung des cl -Repressors an 
diese 0 L -Operatorregion kann die Expression des Lambda N-Gens 
vom P L - Promotor reprimiert werden. 

35 Promotoren des Bakteriophagen Lambda, insbesondere der P L - und 
der P R - Promotor, werden in der rekombinanten DNA-Technologie 
seit langem zur heterologen temperaturregulierten Genexpres- 
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sion in E.coli verwendet (vgl . Hedgpeth et al . , Molec . Gen .Ge- 
net . 183 (1978), 197-203 und Bernard et al . , Gene 5 (1979), 
59-76; Buell et al . , Nucleic Acids Res. 13 (1985), 1923 und 
Shatzman und Rosenberg, Methods Enzymol . 152 (1987) , 661) . Bei 
s diesen Expressionssystemen wird ein temperatursensitiver Lamb- 
da-Repressor cI857 verwendet, welcher die P L - und P R -Transkrip- 
tion bei geringen Temperaturen bis 30°C reprimiert, aber bei 
hoheren Temperaturen eine Genexpression ermoglicht. 

io Ein Vorteil dieses Lambda-Expressionssystems besteht darin, 
daS die Induzierung der Genexpression auf einfache Weise durch 
Temperaturerhohung bewerkstelligt werden kann und daS hierzu 
keine Zugabe chemischer Induktoren erforderlich ist. Ein 
schwerwiegender Nachteil ist jedoch, daS die Repression der 

is Genexpression nur bis zu relativ geringen Temperaturen von 
maximal 30°C erfolgen, einer Temperatur, bei der ein nur lang- 
sames Bakterienwachstum stattfindet. Die der Erfindung zugrun- 
deliegende Aufgabe bestand somit darin, ein verbessertes Sy- 
stem zur Lambda-P L - oder P R -Genexpression bereit zustellen, wel- 

.20 ches eine Repression bei variablen hoheren Temperaturen er- 
moglicht . 

Diese Aufgabe wird gelost durch Bereitstellung mutierter P R - 
oder P L -Operatorsequenzen aus lambdoiden Phagen, die eine im 

-»s Vergleich zur Wildtypoperatorsequenz unterschiedliche , inrbe- 
sondere hohere Thermos tabil i tat hinsichtlich der Bindung eines 
temperatursensit iven Repressors aufweisen. Die Erkenntnis, daS 
uberhaupt Lambda-Expressionssysteme mit verbesserter Thermo- 
stability hergestellt werden konnen, ist hochst uberraschend, 

30 da aul^er der temperatursensit iven Lambda cI857 -Mutante keine 
weiteren temperatursensit iven cI-Mutanten bekannt sind, son- 
dern nur solche Mutationen im cl -Repressor , die das Molekul 
resistenter gegen thermische Inaktivierung machen (Hecht et 
al., Proteins 1 (1986), 43-46 und Das und Mandal, Mol.Gen.Ge- 

35 net. 204 (1986), 540-542). Noch uberraschender war, da£ sich 
Mutationen, welche zu einer verbesserten Thermostabilitat 
fiihren, in der Operator-DNA-Sequenz und nicht in der fur das 
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Repressormolekul kodierenden DNA-Sequenz befinden. So ist 
beispielsweise aus der Literatur eine Mutation der Lambda-0 R 2- 
Operatorsequenz bekannt, welche zu einem volligen Verlust der 
Repressorbindung fiihrt (Hawley et ■ al . , J . Biol . Chem . 260 
(1985) , 8618-8626) . 

Zur Ident if izierung geeigneter Mutanten wird ein Verfahren 
bereitgestellt , das die Selektion von mutierten O r - oder 0 L - 
Operator-DNA-Sequenzen aus lambdoiden Phagen ermoglicht, die 
eine im Vergleich zur Wildtypsequenz unterschiedliche Thermo- 
stabilitat hinsichtlich der Bindung eines Repressors aufwei- 
sen, wobei das Verfahren dadurch gekennzeichnet ist, dafi man 
(a) eine DNA-Kassette herstellt, die ein Selektionsgen unter 
operativer Kontrolle einer Expressionskontrollsequenz , umfas- 
send mindestens eine O r - oder O l - Operatorsequenz aus einem 
lambdoiden Phagen und einen Promotor enthalt, (b) die Opera - 
tor-DNA-Sequenz einer Mutagenese unterzieht und (c) die mu- 
tierten Operator-DNA-Sequenzen analysiert. 

Die lambdoiden Phagen werden vorzugsweise ausgewahlt aus der 
Gruppe bestehend aus Phage Lambda, Phage 21, Phage 22, Phage 
82, Phage 4 24, Phage 4 34, Phage D326, Phage DLP12, Phage Gam- 
ma, Phage HK022, Phage P4 , Phage Phi80, Phage Phi81, Coliphage 
186 und rekombinanten Variationen da von . Die genannten Phagen 
sind hinsichtlich des Mechanismus der Repression der Genex- 
pression iiber einen cl -Repressor sehr ahnlich (Johnson et al . , 
Nature 294 (1981), 217-223). Rekombinante Variationen der ge- 
nannten Phagen, z.B. Lambda imm434 konnen durch Austausch 
einzelner Genomf ragmente innerhalb der genannten Phagen erhal- 
ten werden (vgl. hierzu Hendricks et al . , Lambda 2 (1983), 
R.W. Hendricks, J.W.Roberts, F.W. Stahl und R . A. Weissberg 

(HRSG) , Cold Spring Harbor Laboratory Press, New York) . Vor- 
zugsweise wird als lambdoider Phage der Phage Lambda oder eine 
rekombinante Variation davon, z.B. Lambda imm4 34 verwendet . 
Besonders bevorzugt wird zur Mutagenese eine Operator-DNA- 
Sequenz aus den Operatorregionen O r (SEQ ID NO. 1) oder/und O l 

(SEQ ID NO. 3) des Phagen Lambda und insbesondere eine der 
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darin enthaltenen Operatorsequenzen O r 1, O r 2 und O r 3 bzw. O l 1 , 
O l 2 und O l 3 verwendet . Am meisten bevorzugt ist die Operatorse- 
quenz O r 2 . 

5 Das Selekt ionsgen fur die DNA-Kassette, welches unter operati- 
ver Kontrolle der die mutierte Operatorsequenz enthaltenden 
Expressionskontrollsequenz , vorzugsweise einer Lambda -Opera - 
tor/Promotor-Region, gebracht wird, ist vorzugsweise ein Sui- 
zidgen, welches bei seiner Expression zum Tod der Bakterien- 

10 zelle fiihrt und somit als Selekt ionsmarker zur Identif izierung 
geeigneter Mutanten dient . Das Suizidgen soli bei einer Tempe- 
ratur, bei der der Lambda -Repressor an die mutierte Operator- 
sequenz bindet, so stark reprimiert werden, daS eine die DNA- 
Kassette enthaltende Bakterienzelle wachsen kann. Bei Uber- 

i5 schreiten der maximalen Temperatur, bei der der Repressor noch 
an den Operator bindet, erfolgt eine Expression des Suizidgens 
und eine Zerstorung der Bakterienzelle. Auf diese Weise ge- 
lingt eine einfache und direkte Selektion von geeigneten mu- 
tierten Operatorsequenzen. Ein geeignetes Suizidgen ist das E- 

20 Lysegen ausdem Phagen PhiX174 sowie Homologe und davon abge- 
leitete Derivate (Hutchison und Sinsheimer, J.Mol.Biol. 18 
(1966), 429-447; Witte et al . , Multifunctional safety vector 
systems for DNA cloning, controlled expression of fusion ge- 
nes, and simplified preparation of vector DNA and recombinant 
gene products, in BioTech Forum, Advances in Molecular Gene- 
tics 3, pp 219-239, Hrsg: Issinger, O.-G., Henke, J., Kampf, 
J., Driesel, A.J., Huthing Verlag 1991, Heidelberg). Weitere 
Beispiele fur geeignete • Lysegene sind GEF (Poulsen et al . , 
Mol .Microbiol . 5 (1991), 1627-1637) und Kil (Reisinger et al . , 

30 Virology 193 (1993), 1033-1036). Andererseits kann das Selek- 
tionsgen auch ein Reportergen, wie z.B. das S-Gal-Gen sein. 

Die Operator-DNA-Sequenz wird zur Herstellung von Mutanten 
vorzugsweise einer ortsspezif ischen Mutagenese mittels eines 
35 oder mehrerer Oligonucleotide beispielsweise nach der Methode 
von Kunkel ( Proc . Nat 1 . Acad . Sci . USA 82 (1985), 488-492) unter- 
zogen oder durch Selektion in einem Mutator-Bakterienstamm, 
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z.B. einem E.coli mutD oder mutL Mutatorstamm wie etwa E.coli 
ES1578 (Wu et al . , Gene 87 (1990), 1-5) erhalten. Die Selek- 
tion der mutierten Operator-DNA-Sequenzen erfolgt vorzugweise 
durch Bestimmung der Bindef ahigkeit mit einem temperatursensi- 
5 tiven cl -Repressor , insbesondere dem temperatursensitiven 
cI857-Repressor . Hierzu wird die DNA-Kassette , die sich vor- 
zugsweise auf einem Vektor befindet, in eine Bakterienzelle 
transf ormiert , die ein fur einen temperatursensitiven cI-Re- 
pressor kodierendes Gen enthalt. Dieses Gen kann ebenfalls auf 
io einem Vektor vorliegen (Remaut et al . , Gene 15 (1981), 81-93). 
Andererseits kann eine Bakterienzelle verwendet werden, die 
ein solches Repressorgen in seinem Chromosom enthalt, z.B. 
E.coli M5219 (vgl . z.B. Shimatake und Rosenberg, Nature 292 
(1981) , 128) . 

15 

Durch Kultivierung der mit einer Lysekassette transf ormierten 
Bakterienzellen, die mutierte Operator-DNA-Sequenzen enthal- 
ten, konnen auf einfache Weise Mutanten identif iziert werden, 
die bei unterschiedl ich hohen Temperaturen gegenuber einer 

20 Lyse resistent sind. Bisher konnten mehrere Mutanten identi.fi- 
ziert werden, die bei Temperaturen bis 33°C, 35°C, 37°C und 
39°C gegenuber einer Lyse resistent sind. Diese Bakterien 
enthalten mutierte Operator-DNA-Sequenzen, die eine Bindung 
des Repressors bis zu der jeweils angegebenen Temperatur er- 

25 moglichen. Ein besonders bevorzugtes Beispiel ist eine Mutan- 
te, an die der cl 6 57 - Repressor bis zu einer Temperatur von 
etwa 37°C bindet. Die Mutation gegenuber dem Wildtyp ist ein 
einziger Basenaustausch im O r 2 -Abschnitt der Lambda-0 R -Opera- 
torregion. Die Sequenz dieses mutierten Lambda-0 R -Operators ist 

30 in SEQ ID NO. 2 gezeigt. 

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung sind mu- 
tierte O k - oder 0 L -Operatorsequenzen aus lambdoiden Phagen, die 
eine im Vergleich zur Wildtyp-Sequenz unterschiedliche Thermo- 
3s stabilitat hinsichtlich der Bindung eines Repressors aufwei- 
sen, und die durch das oben beschriebene Selekt ionsverf ahren 
erhaltlich sind. Vorzugsweise besitzen die mutierten 0 R - y oder 
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0 L -Operatorsequenzen eine erhohte Thermostabilitat hinsichtlich 
der Bindung eines temperatursensitiven Repressors, insbeson- 
dere des temperatursensitiven cl -Repressors . Besonders bevor- 
zugt weisen die mutierten Operatorsequenzen eine um etwa 3 bis 
5 10°C, insbesondere eine um etwa 7 bis 9°C erhohte Thermostabi- 
litat gegeniiber der Wildtyp-Sequenz auf . 

Da das erf indungsgemaSe Selekt ionsverf ahren vorzugsweise an 0 R - 
oder 0 L -Operatorsequenzen durchgefiihrt wird, die aus dem Phagen 
io Lambda stammen, betrifft die vorliegende Erfindung insbeson- 
dere mutierte Lambda O r - oder 0 L -Operatorsequenzen , die Va- 
rianten der in SEQ ID NO. 1 gezeigten 0 R -Operatorsequenzen oder 
Varianten der in SEQ ID NO. 3 gezeigten 0 L -Operatorsequenzen 
sind. Unter Variante ist in diesem Zusammenhang eine Opera- 
is torsequenz zu verstehen, die sich von der Wildtypsequenz in 
mindestens einer Sequenzposition durch Insertion, Deletion 
oder Austausch von Basen unterscheidet . Besonders bevorzugt 
sind die Unterschiede im Bereich der Abschnitte O r 1 , O r 2 und O r 3 
bzw. O l 1, 0 L 2 und 0 L 3 . Ein spezifisches Beispiel fur eine er- 
20 f indungsgemaSe mutierte Lambda-Operatorsequenz ist die in SEQ 
ID NO. 2 gezeigte Lambda-0 R -Operatorsequenz . 

Die mutierten Operatorsequenzen erlauben die Herstellung von 
neuen temperaturregul ierten Systemen zur Genexpression , bei 

?5 denen die Kul t ivierung von Mikroorganismen, insbesondere Bak- 
terien, im repr imie r ten Zustand bei variablen Temperaturen , 
vorzugsweise bei hoheren Temperaturen als bisher, insbesondere 
33 bis 39°C erfolgen kann . Ein Gegenstand der vorliegenden 
Erfindung isc somit die Verwendung der mutierten O r - oder O l - 

30 Operatorsequenzen zur temperaturregulierten Expression von 
Genen in Bakterien, insbesondere in gram-negat iven Bakterien 
wie etwa E.coli. Durch Kombination einer Wildtyp-0 R - oder 0 L - 
Operatorregion und mindestens einer Operatorregion, die eine 
erf indungsgemaSe mutierte Operatorsequenz enthalt, oder durch 

35 Kombination mehrerer Operatorregionen , die mutierte erf in- 
dungsgemaSe Operatorsequenzen mit unterschiedlicher Thermo- 
stabilitat enthalten, kann sogar eine temperaturregulierte 



sequentielle Expression von Genen erreicht werden. 

Vektoren und Bakterienstamme, in denen die erf indungsgemaSen 
mutierten Operatorsequenzen zur temperaturregulierten Expres- 
sion von Genen eingesetzt werden konnen, sind dem Fachmann 
gelaufig. Hier kann auf die aus dem Stand der Technik bekann- 
ten Expressionssysteme mit dem Lambda cI857-Repressor in Kom- 
bination mit einem geeigneten Promotor, z.B. dem Lambda-P L oder 
dem Lambda -P R - Promotor zuriickgegrif f en werden (vgl . z.B. Sam- 
brook et cil . , Molecular Cloning, A Laboratory Manual, 2nd 
Edition, 1989, Cold Spring Harbor Laboratory Press, New York, 
17. 11-17 . 12) . 

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist eine 
Nucleinsaure , umfassend eine bakterielle Expressionskontroll - 
sequenz, d.h. eine Promotor- und Operatorregionen enthaltende 
Sequenz, die eine erf indungsgemaSe mutierte O r - oder 0 L -Opera- 
torsequenz enthalt, in operativer Verknupfung mit einer Pro- 
tein-kodierenden Sequenz. Die Protein-kodierende Sequenz kann 
beispielsweise eine fur ein eukaryontisches Protein oder Poly- 
peptid kodierende Sequenz oder aber auch ein bakterielles Gen, 
z.B. das E-Lysegen sein. 

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist ein 
Vektor, der mindestens eine Kopie der bakteriellen Expres- 
sionskontrol lsequenz in operativer Verkniipfung mit der Pro- 
tein-kodierenden Sequenz enthalt. Dieser Vektor kann ein be- 
liebiger prokaryont ischer Vektor sein, z.B. ein chromosomaler 
Vektor wie etwa ein Bakteriophage oder ein extrachromosomaler 
Vektor wie etwa ein Plasmid. Geeignete prokaryont ische Vekto- 
ren sind z.B. bei Sambrook et al . , Supra, Kapitel 1-4, be- 
schrieben . 

Noch ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist 
eine Bakterienzelle , die mit einer erf indungsgemaSen Nuclein- 
saure oder einem erf indungsgemafien Vektor transf ormiert ist. 
In einer bevorzugten Ausf uhrungsf orm ist die Zelle eine gram- 
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negative prokaryont ische Zelle, besonders bevorzugt eine 
E . coli-Zelle . Vorzugsweise enthalt die Zelle die Nucleinsaure 
oder den Vektor in ihrem Chromosom integriert und enthalt 
weiterhin ein Gen fur einen cl -Repressor aus einem lambdoiden 
s Phagen, insbesondere das Gen fur den Lambda- cl 8 57 -Repressor . 

Eine besonders bevorzugte Anwendung der erf indungsgemaSen 
mutierten Operatoren liegt auf dem Gebiet der Impf stof f her- 
stellung. Aus dem Stand der Technik sind sogenannte "Bakter- 

10 ienghosts" als Impf stof fe bekannt, d.h. Bakterienhiillen, die 
mittels Protein-E- induzierter Lyse aus gram-negat iven Bakte- 
rien, z.B. E.coli Salmonella typhimurium, Klebsiella pneumo- 
niae, Act inobacillus pleuropneumoniae etc. hergestellt werden 
konnten. Diese Ghosts, die in der Beschaf f enheit ihrer Zell- 

is oberf lache sowie den vom Immunsystem erkennbaren Repertoire an 
Oberf lachenant igenen dem aktiven Pathogen weitgehend gleichen, 
rufen in verschiedenen Tiermodellen eine protektive zellulare 
oder/und humorale Immunantwort hervor. 

20 Die Herstellungsweise der Ghosts beruht auf der stringent 
kontrollierten Expression des E-Lysegens aus PhiX174 , dessen 
Expressionsprodukt einen Tunnel durch die bakterielle Zell- 
wandhulle ausbildet und so zum Ausstromen des Zellinhalts der 
Wirtszelle fuhrt. Die Regulation dieses fur die Zelle letalen 

->s Gens kann iiber einen Lambda-Repressor ausgeiibt werden, z.B. 
den temperatursensi t i ven Lambda-Repressor cI857, der wie zuvor 
ausgefiihrt bei Temperacuren iiber 30°C seine Funktion verliert. 
Dies bedingte, daS die bisher zur Produktion von Bakterien- 
ghosts verwendeten Bakter ienkulturen bei niedrigen Temperatu- 

30 ren, bevorzugt bei 28°C, angezogen werden muSten. 

Gleichwohl es mit dieser Methodik zu bef riedigenden Resultaten 
bezuglich der Immunogeni tat der hergestellten Ghosts gekommen 
ist, ist eine Verbesserung der Bakterienkultivierung dringend 
35 erstrebenswert , da das Repertoire der ant igenen Determinanten 
auf der bakteriellen Oberflache sich in Abhangigkeit der au£e- 
ren Bedingungen andern kann. Da pathogene Bakterien, die 



Mensch oder Tier befallen, meist in einer Umgebungstemperatur 
von 37 bis 39°C siedeln, sollte diese "naturliche" Umgebungs- 
temperatur auch wahrend des Herstellungsverf ahrens von Ghosts 
eingehalten werden konnen . 

Ein Verfahren zur Herstellung von Bakterienghosts , welches 
diese Aufgabe lost, wird durch Verwendung der erf indungsgema- 
Sen mutierten Operatorsequenzen bereitgestellt . Diese Opera - 
torsequenzen erlauben bis zu einem Temperaturbereich von vor- 
zugsweise 35 bis 39°C das Wachstum der Bakterien und erlauben 
bei einer Temperaturerhohung von 37 bis 42°C die Lyse. Dieses 
veranderte Lyseverhalten ermoglicht die Anzucht der Krank- 
heitserreger nahe der Korpertemperatur des Impf kandidaten, was 
fur die Zusammenset zung der auSeren Membran auSerst wichtig 
ist. Daruberhinaus kann die neue Lysekassette auch als Sicher- 
heit skassette bei Lebendvakzinen eingesetzt werden, da z.B. im 
Menschen bei Induktion von Fieber (39°C) die Abtotung der 
Impf bakterien erf olgt . 

Ein Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist somit eine Impf- 
stoff zusammensetzung, die eine lebende erf indungsgemaSe Bakte- 
rienzelle als Wirkstoff gegebenenf alls mit pharmazeut isch 
vertraglichen Hilfs-, Zusatz- und Tragerstof fen enthalt. Die 
lebende Bakt erienze 1 le enthalt eine Nucleinsaure , umfassend 
eine bakterieile Expressionskontrollsequenz mit einer . mutier- 
ten Operatorsequenz in operativer Verknupfung vorzugsweise mit 
einem Lysegen. Noch ein weiterer Gegenstand der vorliegenden 
Erfindung ist ein Impf stoff zusammensetzung, die einen Bakter- 
ienghost als Wirkstoff gegebenenf alls mit pharmazeut isch ver- 
traglichen Hilf-, Zusatz- und Tragerstof fen enthalt, wobei der 
Bakterienghost durch Kultivierung einer erf indungsgemaSen 
Bakterienzelle bei Temperaturen von 35 - 39°C und anschlie- 
Sende Lyse der Bakterienzelle durch Temperaturerhohung erhalt- 
lich ist. Als Impfstoffe geeignete Bakterienzellen sind ins- 
besondere gram-negative Bakterien wie etwa E.coli, beispiels- 
weise die Stamme STEC, EHEC, O78:K80, Salmonellen wie etwa 
S . choleraesuis , S . enteri t idis und S . typhimurium, Pasteurella 
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multocida, Pasteurella haemolytica, Bordetella bronchiseptica, 
Klebsiella pneumoniae, Actinobacillus pleuropneumoniae , Haemo- 
philus influenzae, Vibrio cholerae, Helicobacter pylori, Alca- 
ligenes eutrophus, Campylobacter jejuni und Pseudomonas aeru- 
5 ginosa. 

Die erf indungsgemaSen modif izierten Impf stof f zusammenset zungen 
konnen oral, aerogen oder parenteral auf die Impf kandidaten 
ubertragen werden. Dabei wird bei der Impf stof fapplikat ion 

10 vorzugsweise der naturliche Weg gewahlt, den entsprechenden 
Mikroorganismen fur die Infektion und die Anf angsstadien der 
Etablierung einer Inf ekt ionskrankheit wahlen. Da bei den er- 
f indungsgemaSen Vakzinen alle Oberf lacheneigenschaf ten erhal- 
ten bleiben, kann durch diese Applikation eine lokale Indukt- 

15 ion der Immunantwort erfolgen, wie sie auch beim natiirlichen 
Inf ekt ionsprozess auftritt. 

Wie oben ausgefuhrt, konnen durch Anwendung erf indungsgemaSer 
mutierter Operatorsequenzen Vakzine entwickelt werden, die bei 
20 Uberschreiten einer Sollwert -Temperatur kontrolliert lysiert 
werden. Weiterhin kann jedoch auch eine kaltesensit ive Suizid- 
kassette bereitgestel 1 t werden, die gram-negative Bakterien, 
die als Lebendvakzine eingesetzt werden, bei Freisetzung in 
die Umwelt abtotet . So kann durch Kombination von zwei geneti- 
cs schen Regulationssystemen ein Absterben der Bakterien bei 
Unterschrei ten eines Sollwerts der Umgebungstemperatur durch 
Expression des Suizicgens erfolgen. Diese Sicherheit skasset te 
gewahrleistet die Abtotung von Lebendvakz inen auch bei einer 
Ausscheidung aus dem Organismus. 

30 

Die Erfindung betrifft somit eine Nucleinsaure , umfassend (a) 
eine erste bakterielle Expressionskontrollsequenz , die eine O r - 
oder 0 L -Opera torsequenz aus einem lambdoiden Phagen enthalt und 
an die ein erster temperatursensit iver cl Repressor aus 
35 lambdoiden Phagen binden kann, in operativer Verkniipfung mit 
einer fur einen zweiten Repressor kodierenden Sequenz, wobei 
der zweite Repressor nicht an die erste bakterielle Expres- 
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sionssequenz binden kann, und (b) eine zweite bakterielle 
Expressionskontrollsequenz , an die der zweite Repressor binden 
kann, in operativer Verkniipfung mit einem Suizidgen. 

5 Die Komponenten (a) und (b) konnen kovalent miteinander ver- 
kniipft, z.B. auf einen einzigen Vektor, vorliegen oder auch 
voneinander getrennt, z.B. auf unterschiedlichen Vektoren, 
sein, oder getrennt oder gemeinsam auf dem Chromosom eines 
Empf angerbakteriums lokalisiert sein. 

10 

Noch ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist 
eine Bakterienzelle , die mindestens eine Kopie einer wie zuvor 
definierten Nucleinsaure enthalt. Weiterhin enthalt die Bakte- 
rienzelle zweckmaSigerweise ein Gen fur den ersten Repressor, 
is Der erste Repressor ist vorzugsweise der temperatursensitive 
cl 8 57 -Repressor . 

Die erf indungsgemaSe Sicherheitskassette enthalt vorzugsweise 
ein Gen, welches fur einen temperatursensi t iven d-Repressor , 

20 z.B. den Repressor cI857 kodiert, und ein Gen, das fur einen 
zweiten Repressor kodiert, wobei dieses Gen unter Kontrolle 
einer Lambda-Promotor/Operator-Region steht, an die der tempe- 
ratursensitive Repressor bindet . Der zweite Repressor steuert 
wiederum die Expression eines anderen Gens, z.B. eines Suizid- 

25 gens, wie das E-Lysegen. Bei 37°C ist der temperatursensitive 
Lambda-Repressor inafctiv, so date der zweite Repressor expri- 
miert wird, wodurch wiederum die Expression des Suizidgens 
reprimiert wird. 

30 Bei Verringerung der Temperatur bindet der temperatursensitive 
Lambda-Repressor an den Operator, so daS die Expression des 
zweiten Repressors blockiert wird, was zu einer Expression des 
Suizidgens f vihrt . Bevorzugt ist fur diese Sicherheitskassette 
eine erste Expressionskontrollsequenz, die den mutierten 

25 Lambda-Operator enthalt, da hierbei eine bessere und schnel- 
lere Aktivierung des Suizidgens erhalten wird. 
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Der zweite Repressor kann ein beliebiger Repressor sein, ein 
lac -Repressor . Bevorzugt ist jedoch die Verwendung eines wei- 
teren Repressors aus lambdoiden Phagen, z.B. cl aus dem Phagen 
434, der nicht temperatursensitiv ist und an eine eigene Ope- 
s ratorsequenz , aber nicht an die vom Lambda-Repressor cI857 
erkannte Sequenz bindet . 

Besonders bevorzugt ist es, fur die Entwicklung von Lebend- 
impfstoffen sowohl eine Hitze- als auch ein Kalteregulations- 
10 element einzubauen. Dieses Einbauen erfolgt vorzugsweise durch 
homologe Rekombinat ion in das Chromosom des Impf bakteriums . 

Somit betrifft die vorliegende Erfindung auch eine Bakterien- 
zelle, die neben den beiden Komponenten (a) und (b) als Kompo- 
is nente (c) eine dritte bakterielle Expressionskontrollsequenz , 
die eine erf indungsgemaSe mutierte Operatorsequenz enthalt, in 
operativer Verknupfung mit einem Suizidgen umf aSt . 

Auch diese Bakterienzellen konnen in Impf stof f zusammenset zun- 
20 gen insbesondere fur Lebendvakzine eingesetzt werden . Auf 
diese Weise konnen warme- oder/und kalteemp'f indliche Sicher- 
heitslebendvakzine bereitgestellt werden, die bei einer Erho- 
hung der Korpertemperatur des Impf kandidaten , z.B. durch Fie- 
ber, oder/und bei Ausscheidung in die Umgebung zu einem Ab- 
25 sterben der Impf bakter ien fuhren. 

Weiterhin soil die Erfindung durch die nachf olgenden Figuren, 
Sequenzprotokolle und Beispiele erlautert werden. 

30 Es zeigen: 

Fig. la die schematische Darstellung einer Lysekassette des 
Standes der Technik, umfassend eine Lambda-0 R -Wild- 
typ-Region, das Lambda-cI857-Gen unter Kontrolle des 
35 Promotors P RM und das E-Lysegen unter Kontrolle des 

Promotors P R ; 
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Fig. lb die schematische Darstellung einer erf indungsgemaSen 
Lysekassette , die eine mutierte Lambda -0 R -Sequenz 
enthalt ; 

Fig. 2a die schematische Darstellung einer kalteempf indli - 
5 chen Sicherheitskassette , umfassend eine Wildtyp 

(pCSl) bzw. mutierte (pCSJl) 0 R -Operatorsequenz , das 
Lambda-cI857-Gen unter Kontrolle des Promotors P^, 
das Gen des lad -Repressors unter Kontrolle von P R 
und das E-Lysegen unter Kontrolle des lac-Promotor/- 
io Operatorsystems , bei einer Temperatur, bei der der 

temperatursensitive Lambda-Repressor cI857 nicht an 
die Lambda 0 R -Sequenz bindet; 
Fig. 2b die schematische Darstellung der Sicherheitskassette 
gemaS Fig. 2a bei einer Temperatur, bei der der 
is Lambda-Repressor cI857 an den Lambda 0 R -Operator 

bindet ; 

Fig. 3 die Lysekurve von Bakterienzellen (optische Dichte 
gegen Zeit), die ein Plasmid mit der in Fig. lb ge- 
zeigten Lysekassette enthalten; 

20 Fig. 4 die Lysekurve einer Bakterienzelle , die eine kalte- 
sensitive Sicherheitskassette mit dem Wildtyp 0 R - 
Operator enthalt und 
Fig. 5 ein Vergleich der Lysekurven von Bakterienzellen, 
die eine kal tesensitive Sicherheitslysekassette mit 

?s dem Wildtyp 0 R -0perator (pCSl) bzw. dem mutierten 

Operator (pCSJl) enthalten, 
Fig. 6a die schematische Darstellung einer kaltesensi t iven 
Sicherheitskassette, umfassend eine Wildtyp (pCS2) 
bzw. mutierte (pCSJ2) 0 R -Operatorsequenz , das Lambda - 

30 cI857-Gen unter Kontrolle des Promotors P^, das Gen 

des Phage 4 34 cl -Repressors unter Kontrolle von 
Lambda P R und das E-Lysegen unter Kontrolle des 434 
°r ( p rm- p r) Promotor/Operator-Systems, bei einer Tem- 
peratur, bei der der temperatursensitive Lambda-Re- 

35 pressor cI857 nicht an die Lambda-0 R -Sequenz bindet, 

Fig. 6b die schematische Darstellung der Sicherheitskassette 
gemaS Fig. 6a bei einer Temperatur, bei der der 
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Lambda -Repressor cI857 an den Lambda 0 R -Operator 
bindet ; 

SEQ ID NO. 1 die Nucleot idseguenz des Lambda-0 R -Operators ; 
5 die Operatorsequenz O r 3 reicht von Position 11 

- 27; die Operatorsequenz O r 2 reicht von Posi- 
tion 34 - 41; die Operatorsequenz O r 1 reicht 
von Position 58 - 74; 
SEQ ID NO. 2 die Nucleot idsequenz eines mutierten Lambda-0 R - 
10 Operators, die gegenuber der Wildtypsequenz 

einen Austausch von T -* C an Position 42 auf- 
weist ; 

SEQ ID NO. 3 die Nucleot idsequenz des Lambda -0 L -Operators ; 

die Operatorsequenz O l 3 reicht von Position 11 

is - 27; die Operatorsequenz O l 2 reicht von Posit- 

ion 31 - 47; die Operatorsequenz 0 L 1 reicht von 
Position 55 - 70; 
SEQ ID NO. 4 und 5 

ein 1601 bp langes DNA-Fragment des Plasmids 

20 pAW12; bpl - 983 stammen aus dem Bakteriophagen 

Lambda (Position 37125 - 38107; vgl . Sanger et 
al., J.Mol.Biol. 162 (1982), 729-773) und ent- 
halten das Lambda-cI857-Gen sowie die mutierte 
0 R -Operatorregion (Mutation an Position 858 T -» 

25 C) ; bp 1023 - 1601 stammen aus dem Phagen 

PhiX174 (Position 447 - 1026; vgl. Sanger et 
al., J.Mol.Biol. 125 (1978), 225-246) und ent- 
halten das E-Lysegen; 
SEQ ID NO. 6 und 7 

30 ein 2834 bp langes DNA-Fragment des Plasmids 

pCSJ; bp 1 - 983 stammen aus dem Bakteriophagen 
Lambda (Position 37125 - 38107) und enthalten 
das cI857-Gen sowie die mutierte Lambda-0 R -Re- 
gion (Mutation an Position 858 T -* C) ; bp 990 - 

35 2230 stammen aus dem E.coli lac-Operon subklo- 

niert auf dem Plasmid pMC7 (Calos, Nature 274 
(1978) , 762-765) und enthalten das lacI-Repres- 
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sorgen und den lac-Promotor/Operator; bp 2256- 
2834 stammen aus dem Bakteriophagen PhiX174 
(Position 447 - 1026) und enthalten das E-Lyse- 
gen . 

5 

BEISPIELE 
Beispiel 1; 

io 1.1. Random-Mutagenese der Lambda-0 P -Operatorreaion 

Als Ausgangsmaterial wurde das Plasmid pAW12 (Witte und Lu- 
bitz, Eur. J.Biochem. 180 (1989) , 393-398) gewahlt, welches das 
Lysegen E aus dem Bakteriophagen PhiX174 unter Kontrolle des 

is Lambda - P R - Promotors sowie das zugehorige Repressorgen cI857 
enthalt. Ziel dieses Versuchs war eine Veranderung der Lyse- 
kassette, so daS das Lysegen E nicht bereits bei 30°C, sondern 
bei hoheren Temperaturen aktiviert wird. Hierzu wurde der 
E.coli Mutatorstamm ES1578 (Wu et al . , (1990), supra) mit dem 

20 Lyseplasmid transf ormiert und eine Selektion auf Klone mit 
einem veranderten Temperaturprof il der Zellyse durchgef uhrt . 

Dabei wurden die aus der Transformation hervorgegangenen mu- 
tierten Klone nach Uberstempeln auf Testplatten mit Lyseselek- 

?s tivmedium (LB mit 1% SDS) und Inkubation bei unterschiedlichen 
Temperaturen (z.B. 33°C, 34°C, 35°C, 36°C, 37°C, 38°C, 39°C, 
40°C, 41°C) erkannt . Durch Plasmidextrakt ion und anschlieSende 
Transformation in einen Nicht -Mutatorteststamm wurde das ver- 
anderte Lyseprofil der Lysekassette in Flussigkultur genau 

30 best immt . 

Die Art der Mutation wurde durch Subklonierung der mutageni- 
sierten Lysekasset ten in ein Sequenzierplasmid bestimmt. Zu- 
satzlich wurde zur f unkt ionellen Priifung das Lysegen E gegen 
35 das fe-Galactosidaseg"en ausget auscht . Anhand eines einfachen S- 
Gal-Tests konnte dann quantitativ der reprimierte oder aktive 
Zustand der Genkassette gemessen werden. 



Auf diese Weise konnten mehrere Klone mit einem unterschiedli- 
chen Temperaturlyseprof il erhalten werden. Diese Klone erlaub- 
ten in einem Temperaturbereich von 33-39°C das Wachstum der 
Bakterien und fuhrten erst bei einer weiteren Tempera turerho- 
hung auf 3 7-42 °C zur Lyse der Bakterien. 

Durch Sequenzierung eines mutierten Klons, der eine Tempera - 
turbestandigkeit bis 37°C aufweist, wurde eine Mutation der O r - 
Operatorregion (SEQ ID NO. 2) identif iziert . 

1.2. Verif izierunq der Mutation 

Zur Verif izierung der in Beispiel 1.1. erhaltenen Mutation 
wurde eine ortsspezif ische Mutagenese der Lambda 0 R -Wildtypse- 
quenz unter Verwendung eines Oligonucleotids durchgef uhrt . 

Die Mutagenese wurde ausgefiihrt nach dem Protokoll von Kunkel 
(Proc. Natl .Acad. Sci . USA 8 2 (1985), 488-492). 

4 ml Ubernachtkultur des E . coli-Stammes CJ236 (dut~, ung") 
wurden in 50 ml LB-Medium { + 10 /xg/ml Chloramphenicol und 0,25 
jig/ml Uridin) gegeben und 30 min bei 37°C geschuttelt. Dann 
wurden 100 {il M13-Phagen zugesetzt und 6 h bei 37°C inkubiert . 

Die Kultur wurde in 2 SS34 - Zentrif ugenrohrchen 10 min bei 
14000 Upm und 4°C zent r i f ugiert , der Uberstand in neue Rohr- 
chen dekantiert und zur weiteren Reingigung nochmals zentrifu- 
giert . 

Durch Zugabe von 5 ml 5x Polyethylenglycol/NaCl wurden die 
Phagen 1 h bei 4°C gefallt. Dann wurde 10 min bei 14000 Upm 
und 4°C zentr i f ugiert und der Uberstand verworfen. 

Das Pellet wurde getrocknet, in 0,8 ml TES-Puffer (0,1 M Tris 
HC1, pH 8; 0,3 M NaCl ; ImM EDTA) suspendiert und 1 h bei 4°C 
inkubiert. Die Suspension wurde auf 2 Eppendorf gef a£e aufge- 
teilt und 5 min bei 5000 Upm zentrif ugiert . Der Uberstand, in 



dem sich die auf gebrochenen Phagen befanden, wurde abgenommen 
und einer Phenol /Chlorof orm-Extraktion zur Gewinnung der DNA 
unterzogen. Die resultierende DNA wurde mit dem 2,5-fachen 
Volumen 96% Ethanol gefallt, mit 70% .Ethanol gewaschen und in 
6 0 fil H 2 0 aufgenommen. 

Ein Oligonucleotid mit der Seguenz 

5'-GTA AAA TAG TCA ACA CGC GCG GTG TTA GAT ATT TAT C-3' wurde 
phosphoryliert . Hierzu wurden 20 /xl H 2 0, 20 /xl Oligonucleotid 
(20 ng) , 4,5 /xl Kinase-Puf f er (Stratagene) und 0,5 /il Polynu- 
cleotidkinase (5 U, Stratagene) 1 h bei 37°C inkubiert . Dann 
wurden 7 /il 0,1 M EDTA zugegeben und 10 min auf 65°C erhitzt. 

Zum Annealing wurden 20 /il phosphoryliertes Oligonucleotid, 
3,5 /il einzelstrangige DNA-Matrize (1 fig ssDNA wie zuvor be- 
schrieben hergestellt) und 1,4 /xl 20 x SSC-Puffer 5 min auf 
70°C erhitzt, langsam bis 25°C abgekiihlt und dann auf Eis 
gestellt . 

Zur Extension wurden 10 /il des Reakt ionsgemisches aus dem 
Annealingansatz, 37,5 /il XL-Puffer (27 mM Hepes pH 7,8, je- 
weils 5 mM dNTP, 13 mM MgCl 2 , 2 , 7 mM Dithiothrei tol , 1 , 3 mM 
ATP, 1 /il Ligase (1 U, Boehringer Mannheim), 1,5 /il T4-Polyme- 
rase (1,5 U, Boehringer Mannheim), 1,5 /il T4 -Gen32 -Protein (8 
/ig, Boehringer Mannheim) 10 min auf Eis, 10 min bei Raumtempe- 
ratur und 2 h bei 37°C inkubiert. Nach 1 h erfolgte die Zugabe 
von 1 /il Ligase und 1 /il T4 -DNA- Polymerase . Nach Beendigung 
der Inkubation wurde die Reaktion durch Zugabe von 3 /il 0,25 M 
EDTA gestoppt . 

Zur Transformation wurden 100 /il kompetente E.coli Zellen 
JM103 (Messing et al., Nucleic Acids. Res. 9 (1981), 309-321) 
mit 10 /il DNA aus dem Extensionsansat z versetzt und 1 h oder 
mehr auf Eis inkubiert. Nach einem Hitzeschock fur 2,5 min bei 
42°C wurden 0,2 ml frische JM103-Zellen in der logarithmischen 
Wachstumsphase zugesetzt . Die Zellen wurden mit 3 ml Soft Agar 
vermischt und auf eine LB-Agarplatte ausgeimpf t . AnschlieSend 
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erfolgte Inkubation iiber Nacht bei 37°C. 

Zur Ident if izierung der Mutanten wurden mit einer Pasteurpi- 
pette Plaques ausgestochen und in 5 ml LB-Medium, dem 400 /zl 
5 einer Ubernachtkul tur von E.coli JM103 zugesetzt wurden, an- 
. geimpft. Nach 3 h Wachstum bei 37°C wurden die Zellen abzen- 
trifugiert. Aus dem Zellpellet wurden mittels Plasmidprapara- 
tion doppelstrangige M13-Plasmide gewonnen. Aus dem Uberstand 
konnen einzelstrangige M13-Phagen isoliert werden. 

10 

Beispiel 2 : 

Analyse der mutaaenisierten Lysekassetten 

is Die Figuren 1 und 2 zeigen unterschiedliche E-spezif ische 
Lysekassetten mit verschiedenen Temperaturindukt ionen der 
Lysef unkt ion . 

In Fig. la, welches die Wildtyp-Lambda-0 R -Operatorsequenz 
20 enthalt, erfolgt bis 30°C eine Repression der Funktion des E- 
Lysegens durch das cI857-kodierte Repressorprotein am vorge- 
schalteten Lambda-P F -Promotor/Operatorbereich. Bei Temperaturen 
uber 30°C werden cI857-spezif ische Repressormolekiile thermisch 
inaktiviert und die Expression des E-Gens induziert. Fig. lb 
?s zeigt das Plasmid pAWJ12, welches eine mutierte Operatorse- 
quenz (SEQ ID NO. 2) enthalt, so daS die Repression der Lyse- 
funktion des Gens E mit Hilfe von cI857 bis 37°C erfolgt und 
eine Induktion der Lysefunktion erst bei 39°C oder hoher er- 
folgt . 

30 

In Fig. 2 ist die Funktion einer kalt esensi t iven Sicherheits- 
kassette erlautert . Fig. 2a zeigt, daS in den Plasmiden pCSl 
( Wildtypoperator ) und pCSJl (mutierter Operator) bei einer 
Temperatur von & 32°C (pCSl) bzw. & 39°C (pCSJl) die Bildung 
35 von lacl-spezif ischen Repressormolekiilen induziert wird, die 
wiederum die Expression des E-Gens reprimieren. Bei einer 
Temperatur unterhalb von 30°C (pCSl) bzw. 37°C (pCSJl) kommt 
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es zur Ausbildung von f unkt ionsf ahiger cI857-Repressormolekii- 
le, die die Bildung von lacl-spezif ischen Repressormolekiilen 
unterbinden und so die Expression des E-Gens freigeben (Fig. 
2b) . Im Plasmid pCSJl erfolgt die einhergehende Zellyse 
schneller als in pCSl . 

Fig. 3 zeigt die Lysekurve einer das Plasmid pAWJ12 (mutierter 
Operator) enthaltenden Bakterienzelle . 3 Stunden nach Beginn 
der Kultivierung wurde die Temperatur von 37°C in einem Ali- 
quot der Bakterienzellen beibehalten, und in zwei anderen 
Aliquots auf 38 bzw. 42°C erhoht . Bei 37°C findet man ein 
weiteres Wachstum der Bakterien, wahrend bei 38°C bereits eine 
Lyse stattfindet. Bei 42°C ist die Lyse deutlich verstarkt . 

Die Figuren 4 und 5 zeigen die Funktion einer kaltesensit iven 
Sicherheitskassette . In Fig. 4 wurden Bakterienzellen, die das 
Plasmid pCSl (Wildtypoperator ) enthielten, einer Temperatur- 
anderung von 37 auf 28°C ausgesetzt . Diese Temperaturverringe- 
rung fiihrte zu einem Anschalten des E-Lysegens und zu einem 
Absterben der Zellen (Abnahme der optischen Dichte) . 

Fig. 5 zeigt einen Vergleich der Lysegeschwindigkeit von Bak- 
terien, die das Plasmid pCSl (Wildtypoperator) und das Plasmid 
pCSJl (mutierter Operator) enthalten. Es ist zu erkennen, daS 
die Lyse bei den Bakterien, welche den mutierten Operator 
enthalten, wesentlich schneller stattfindet. 

Fig. 6 zeigt eine weitere kaltesensitive Sicherheitskassette. 
Die Plasmide pCS2 ( Wildtyp-Operator ) und pCSJ2 (mutierter 
Operator) zeigen bei Temperaturen, bei denen der Lambda cI857- 
Repressor nicht an den Operator bindet, die Bildung von cI-434 
Repressormolekiilen, die die Expression des E-Gens reprimieren 
(Fig. 6a). Bei einer Temperatur, bei der der cI857-Repressor 
an den Lambda-Operator bindet, wird die Bildung von d-434- 
spezifischen Repressormolekiilen unterbunden und so die Expres- 
sion des E-Gens freigegeben (Fig. 6b) . 
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Patentanspriiche 

1. Verfahren zur Selektion von mutierten O r - oder 0 L -Opera- 
5 tor-DNA-Sequenzen aus lambdoiden Phagen, die eine im 

Vergleich zur Wildtysequenz unterschiedliche Thermostabi- 
lity hinsichtlich der Bindung eines Repressors aufwei- 
sen, 

dadurch gekennzeichnet, 

io daS man 

(a) eine DNA-Kassette herstellt, die ein Selekt ionsgen 
unter operativer Kontrolle einer Expressionskon- 
trollsequenz , umfassend mindestens ein 0 R - oder O l - 
Operatorsequenz aus einem lambdoiden Phagen und ei- 

i5 nem Promotor enthalt, 

(b) die Operator-DNA-Sequenz einer Mutagenese unterzieht 
und 

(c) die mutierten Operator-DNA-Sequenzen analysiert . 

20 2. Verfahren nach Anspruch 1, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS die lambdoiden Phagen ausgewahlt werden aus der Grup- 
pe bestehend aus Phage Lambda, Phage 21, Phage 22, Phage 
82, Phage 424, Phage 434, Phage D326, Phage DLP12, Phage 
25 Gamma, Phage HPCG22, Phage P4 , Phage Phi80, Phage Phi81, 

Coliphage 186 und rekombinanten Variationen davon . 

3. Verfahren nach Anspruch 2, 
dadurch gekennzeichnet, 

30 daS man Phage Lambda oder rekombinante Variationen davon 

verwendet . 

4. Verfahren nach Anspruch 3, 
dadurch gekennzeichnet, 

35 date man die eine Operator-DNA-Sequenz aus den Operatorre- 

gionen O r oder/und O l des Phagen Lambda verwendet . 



•J 
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5. Verfahren nach einem der Anspriiche 1-4, 
dadurch gekennzeichnet, 

dafi man als Selekt ionsgen das E-Lysegen aus dem Phagen 
PhiX174 verwendet . 

5 

6. Verfahren nach einem der Anspriiche 1-5, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS man die Operator-DNA-Sequenz einer ortsspezif ischen 
Mutagenese durch Oligonukleotide unterzieht oder eine 
io Selektion in einem Mutator-Bakterienstamm durchf iihrt . 



7. Verfahren nach einem der Anspriiche 1-6, 
dadurch gekennzeichnet, 

dafi die Analyse der mutierten Operator-DNA-Sequenzen 
is durch Bestimmung der Bindef ahigkeit mit einem temperatur- 

sensitiven cI-Repressor erf olgt . 

8. Verfahren nach Anspruch 7, 
dadurch gekennzeichnet, 

20 daS man den temperatursensit iven Lambda-Repressor cI857 

verwendet . 

9. Mutierte O r - oder 0 L -Operatorsequenzen aus lambdoiden 
Phagen, die eine im Vergleich zur Wildtypsequenz unter- 

25 schiedliche The most abi 1 itat hinsichtlich der Bindung 

eines Repressors aufweisen, erhaltlich durch ein Verfah- 
ren nach einem der Anspriiche 1-8. 

10. Mutierte O r - oder O l - Operatorsequenzen aus lambdoiden 
30 Phagen, die eine im Vergleich zur Wildtypsequenz erhohte 

Thermostabilitat hinsic.itlich der Bindung eines tempera- 
tursensitiven Repressors aufweisen, erhaltich durch ein 
Verfahren nach einem der Anspriiche 1-8. 



35 11 . 



Mutierte 0 R - oder 0 L -Operatorsequenz nach Anspruch 10, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS sie eine urn etwa 3 - 10°C erhohte Thermostabilitat 
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auf weist 



12. Mutierte O r - oder 0 L -Operatorsequenz nach Anspruch 10, 
dadurch gekennzeichnet , 

5 daS sie eine urn etwa 7 - 9°C erhohte Thermostabilitat 

auf weist . 

13 . Mutierte Lambda-0 R - oder 0 L -Operatorsequenz nach einem der 
Anspriiche 9-12, die eine Variante der in SEQ ID NO. 1 

io oder SEQ ID NO. 3 gezeigten Sequenzen ist . 

14. Mutierte Lambda -0 R -Operatorsequenz , umfassend die in SEQ 
ID NO. 2 gezeigte Sequenz . 

is 15. Verwendung einer mutierten O r - oder 0 L -Operatorsequenz 
nach einem der Anspriiche 9-14 zur temperaturregulierten 
Expression von Genen in Bakterienzellen . 

16. Verwendung einer Kombination von (a) einer Wildtyp-0 R - 
20 oder 0 L -Operatorregion und mindestens einer Operatorre- 

gion, die eine mutierte O r - oder 0 L -Operatorsequenz nach 
einem der Anspriiche 9-14 enthalt, oder (b) mehreren 
Operatorregionen , die mutierte O r - oder 0 L -Operatorsequen- 
zen nach einem der Anspriiche 9-14 enthalten, mit unter- 
25 schiedlicher Thermostabilitat zur temperaturregulierten 

sequent iellen Expression von Genen. 

17. Verwendung nach Anspruch 15 oder 16, 
dadurch gekennzeichnet, 

30 da£ die Bakterienzellen zur Regulation der Genexpression 

ein Gen fur einen cl -Repressor aus lambdoiden Phagen 
enthalten . 

18. Verwendung nach Anspruch 17, 
35 dadurch gekennzeichnet, 

date die Bakterienzellen das Gen fur den Lambda-cI857 - 
Repressor enthalten . 



V 1 
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19. Nucleinsaure, umfassend eine bakterielle Expressionskon- 
trollsequenz , die eine mutierte O r - oder 0 L -Operatorse- 
quenz nach einem der Anspriiche 9-14 enthalt, in opera- 
tiver Verkniipfung mit einer Protein-codierenden Sequenz . 

20. Nucleinsaure nach Anspruch 19 , 
dadurch gekennzeichnet , 

da£ die Protein-codierende Sequenz ein Suizidgen ist . 



io 21. Nucleinsaure nach Anspruch 20, 
dadurch gekennzeichnet , 

daS die Expressionskontrollsequenz einen Lambda- P L - oder 
P R -Promotor enthalt . 



is 22. Vektor, 

dadurch gekennzeichnet , 

daS er mindestens eine Kopie einer Nucleinsaure nach 
einem der Anspriiche 19 - 21 enthalt. 



20 23. Vektor nach Anspruch 22, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS er ein bakterieller chromosomaler Vektor ist. 



24. Vektor nach Anspruch 22, 
->s dadurch gekennzeichnet, 

daS er ein bakterielles extrachromosomales Plasmid ist. 

2 5 . Bakter ienzelle , 

dadurch gekennzeichnet , 

30 daS sie mit einer Nucleinsaure nach einem der Anspriiche 

19 - 21 oder einem Vektor nach einem der Anspriiche 22 - 
24 transf ormiert ist. 

26. Bakterienzelle nach Anspruch 25, 
35 dadurch gekennzeichnet, 

daS sie die Nucleinsaure oder den Vektor in ihrem Chxomo- 
som integriert enthalt . 




V 



- 24 - 

27. Bakterienzelle nach Anspruch 25 oder 26, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS sie weiterhin ein Gen fur einen cl -Repressor aus 
lambdoiden Phagen enthalt. 

28. Bakterienzelle nach Anspruch 27, 
dadurch gekennzeichnet , 

daS sie das Gen fur den Lambda CI857 Repressor enthalt. 



io 29. Impf stof f zusammenset zung, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS sie eine lebende Bakterienzelle nach einem der An- 
spruche 26 - 28 als Wirkstoff gegebenenf alls mit pharma- 
zeutisch vertraglichen Hilfs-, Zusatz- und Tragerstof fen 
is enthalt . 

30 . Impf stof f zusammenset zung, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS sie einen Bakterienghost als Wirkstoff gegebenenf alls 
20 mit pharmazeut isch vertraglichen Hilfs-, Zusatz- und 

Tragerstof fen enthalt, wobei der Bakterienghost durch 
Kultivierung einer Bakterienzelle nach einem der 
Anspruche 25 - 28 bei Temperaturen von 35 - 39°C und an- 
schlieSende Lyse der Bakterienzelle durch Temperaturerhd- 
->.s hung erhaltlich 1st. 

31. Nucleinsaure , umfassend (a) eine erste bakterielle Ex- 
pressionskont rol Isequenz , die eine 0 R - oder O l -Operator- 
sequenz aus einem lambdoiden Phagen enthalt und an die 

30 ein erster cl Repressor aus lambdoiden Phagen binden 

kann, in operativer Verknupfung mit einer fur einen zwei- 
ten Repressor kodierenden Sequenz , wobei der zweite Re- 
pressor nicht an die erste bakterielle Expressionssequenz 
binden kann, und (b) eine zweite bakterielle Expressions- 

35 kontrollsequenz , an die der zweite Repressor binden kann, 

in operativer Verknupfung mit einem Suizidgen. 



Bakterienzelle , 
dadurch gekennzeichnet , 

daS sie mindestens eine Kopie einer Nucleinsaure nach 
Anspruch 31 enthalt. 

Bakterienzelle nach Anspruch 32, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS sie weiterhin ein Gen fur den ersten Repressor ent- 
halt. 

Bakterienzelle nach Anspruch 32 oder 33, 
dadurch gekennzeichnet, 

da£ die erste bakterielle Expressionskontrollsequenz eine 
mutierte Operatorsequenz nach einem der Anspriiche 9-14 
enthalt . 

Bakterienzelle nach einem der Anspriiche 32 - 34, weiter- 
hin umfassend (c) eine dritte . bakterielle Expressionskon- 
trollsequenz, die eine mutierte Operatorsequenz nach 
einem der Anspriiche 9-14 enthalt, in operativer Ver- 
kniipfung mit einem Suizidgen. 

Impf stof f zusammenset zung, 
dadurch gekennzeichnet , 

date sie eine lebende Bakterienzelle nach einem der An- 
spriiche 32 - 35 als Wirkstoff gegebenenf alls mit pharma- 
zeutisch vert ragl ichen Hilfs-, Zusatz- und Tragerstof fen 
enthalt. 

Verwendung von Impf stof f zusammenset zungen nach Anspruch 
29 oder 36 als warme- oder/und kalteempf indliche Sicher- 
heit slebendvakz ine . 



- 26 - 



Zusanunen fas sung 

Die vorliegende Erf indung betrifft ein Verfahren zur Selektion 
5 neuer P R - oder P L -Operatorsequenzen aus lambdoiden Phagen, die 
eine im Vergleich zur Wildtypsequenz unterschiedliche Thermo- 
stabilitat hinsichtlich der Bindung eines Repressors aufwei- 
sen. Weiterhin werden neue mutierte P R - oder PL-Operatorsequen- 
zen sowie deren Verwendung zur temperaturregul ierten Expres- 
10 sion von Genen und zur Herstellung verbesserter Impfstoffe 
of f enbart . 



/users/vs/anm/14954 21.08. 1996 




zeit [min] 



Fig. 3: Wachstum von E.coli NM522 (pAWJ12 ) bei Temperatur- 
anderung von 28 °C auf hohere Temperaturen U) 





Fig . 4 : 



Wachstum von E.coli MC4100(pCSl) bei Temperatur- 
anderung von 37°C auf 28°C U) 



1 T 




zeit [min] 



Fig. 5: 



Wachstum von E.coli MC4100 (pCSl) und MC4100 (pCS Jl ) bei 
Temperaturanderung von 37°C auf 28°C U) 



2. j A 1 * n iQ" 1 '* 

S EQUEN Z PROTOKOLL " LcD 



(1) ALLGEMEINE ANGABEN : 

(i) ANMELDER: 

(A) NAME: Prof, Dr. Werner Lubitz 

(B) STRASSE: Schoenborngasse 12/7 

(C) ORT: Wien 

(E) LAND: Oesterreich 

(F) POSTLEITZAHL: 1080 

(ii) BEZEICHNUNG DER ERFINDUNG: Neue Systeme zur Regulation der Genexpres 
(iii) ANZAHL DER SEQUENZEN: f 



(iv) COMPUTER- LES BARE FASSUNG: 

(A) DATENTRAGER: Floppy disk 

(B) COMPUTER: IBM PC compatible 

(C) BETRIEBSSYSTEM: PC-DOS/MS-DOS 

(D) SOFTWARE: Patentln Release #1.0, Version #1.30 (EPA) 



ABEN ZU SEQ ID NO: 1: 

( i ) SEQUEN Z KENNZE I CHEN : 

(A) LANGE: 82 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: beides 

(D) TOPOLOGIE: linear 



(vi) URSPRUNLICHE HERKUNFT: 

(A) ORGANISMUS: Lambda-OR-Operator (Wildtyp) 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 1: 
ACGTTAAATC TATCACCGCA AGGGATAAAT ATCTAACACC GTGCGTGTTG ACTATTTTAC 
< CT^OGGT GATAATGGTT GC 
(2) ABEN ZU SEQ ID NO: 2: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 82 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: beides 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(vi) URSPRUNLICHE HERKUNFT: 

(A) ORGANISMUS: Lambda-OR-Operator (Mutante) 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 2: 
ACGTTAAATC TATCACCGCA AGGGATAAAT ATCTAACACC GCGCGTGTTG ACTATTTTAC 
CTCTGGCGGT GATAATGGTT GC 
(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 3: 



60 
82 



f 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 85 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: be ides 

(D) TOPOLOGIE: linear 



(vi) URSPRUNLICHE HERKUNFT: 

(A) ORGANISMUS: Lambda-OL-Operator (Wildtyp) 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 3: 
ACATACAGAT AACCATCTGC GGTGATAAAT TATCTCTGGC GGTGTTGACA TAAATACCAC ' 
TGGCGGTGAT ACTGAGCACA TCAGC 



60 



85 



t 

SEQ ID NO. 4/5 



(Linear) MAP of: pAW12/10 fragment from: 1 to: 1601 



July 29, 1996 16:47 

ATTTACTATGTTATGTTCTGAGGGGAGTGAAAATTCCCCTAATTCGATGAAGATTCTTGC 

1 + + + + + + 60 

TAAATGATACAATACAAGACTCCCCTCACTTTTAAGGGGATTAAGCTACTTCTAAGAACG 



TCAATTGTTATCAGCTATGCGCCGACCAGAACACCTTGCCGATCAGCCAAACGTCTCTTC 
61 + + + + + + 12 o 

AGTTAACAATAGTCGATACGCGGCTGGTCTTGTGGAACGGCTAGTCGGTTTGCAGAGAAG 

* G F T E E 

AGGCCACTGACTAGCGATAACTTTCCCCACAACGGAACAACTCTCATTGCATGGGATCAT 

121 + + + + + + 180 

TCCGGTGACTGATCGCTATTGAAAGGGGTGTTGCCTTGTTGAGAGTAACGTACCCTAGTA 

PWQSAIVKGVVSCSENCPIM 

TGGGTACTGTGGGTTTAGTGGTTGTAAAAACACCTGACCGCTATCCCTGATCAGTTTCTT . 

181 + + + -- + + + 240 

ACCCATGACACCCAAATCACCAACATTTTTGTGGACTGGCGATAGGGACTAGTCAAAGAA 

PYQPNLPQLFVQGSDRILKK 

GAAGGTAAACTCATCACCCCCAAGTCTGGCTATGCAGAAATCACCTGGCTCAACAGCCTG 

241 + ♦ + + -- + + 300 

CTTCCATTTGAGTAGTGG3GGTTCAGACCGATACGTCTTTAGTGGACCGAGTTGTCGGAC 

FTFEDGG LRAI CFDGPEVAQ 

CTCAGGGTCAACGAGAATTAACATTCCGTCAGGAAAGCTTGGCTTGGAGCCTGTTGGTGC 
301 ♦ ♦ + + - + + 360 

gagtcccagttgctcttaattgtaaggcagtcctttcgaaccgaacctcggacaaccacg 
epdvl: lmgdpfspksgtpa 
ggtcatggaattaccttcaacctcaagccagaatgcagaatcactggcttttttggttgt 

361 ♦ • + + + + 420 

CCAGTACCTTAATGGAAGTTGGAGTTCGGTCTTACGTCTTAGTGACCGAAAAAACCAACA 

TMSNGEVELWFASDSAKKTT 

GCTTACCCATCTCTCCGCATCACCTTTGGTAAAGGTTCTAAGCTTAGGTGAGAACATCCC 

421 - ♦ ♦ + + + + 480 

CGAATGGGTAGAGAGGCGTAGTGGAAACCATTTCCAAGATTCGAATCCACTCTTGTAGGG 

SVWREADGKTFTRLKPSFMG 

TGCCTGAACATGAGAAAAAACAGGGTACTCATACTCACTTCTAAGTGACGGCTGCATACT 

481 * ♦ - - - -+ + + + 540 

ACGGACTTGTACTCTTTTTTGTCCCATGAGTATGAGTGAAGATTCACTGCCGACGTATGA 



AQVHS FVPYEYESRLSPQMS 



AACCGCTTCATACATCTCGTAGATTTCTCTGGCGATTGAAGGGCTAAATTCTTCAACGCT 
541 + + + + + + 600 

TTGGCGAAGTATGTAGAGCATCTAAAGAGACCGCTAACTTCCCGATTTAAGAAGTTGCGA 

VAEYMEYI ERAISPSFEEVS 

AACTTTG AGAATTTTTGTAAG CAATG CGG CGTTATAAG C ATTTAATGCATTGATG C CATT 

601 + + + - + + + 660 

TTGAAACTCTTAAAAACATTCGTTACGCCGCAATATTCGTAAATTACGTAACTACGGTAA 

VKLIKTLLAANYANLANIGN 

AAATAAAGCACCAACGCCTGACTGCCCCATCCCCATCTTGTCTGCGACAGATTCCTGGGA 

661 + + + + + + 720 

TTTATTTCGTGGTTGCGGACTGACGGGGTAGGGGTAGAACAGACGCTGTCTAAGGACCCT 

FLAGVGSQGMGMKDAVSEQS 

TAAGCCAAGTTCATTTTTCTTTTTTTCATAAATTGCTTTAAGGCGACGTGCGTCCTCAAG 

721 + - + + + + + 780 

ATTCGGTTCAAGTAAAAAGAAAAAAAGTATTTAACGAAATTCCGCTGCACGCAGGAGTTC 

LGLENKKKEY IAKLRRADEL 

CTGCTCTTGTGTTAATGGTTTCTTTTTTGTGCTCATACGTTAAATCTATCACCGCAAGGG 

781 + -- + + - + + + 840 

GAC G AG AACACAATTAC CAAAGAAAAAAC ACGAGTATG CAATTTAGATAGTGG CGTTC CC 

QEQTLPKKKTSM 

ATAAATATCTAACACCGCGCGTGTTGACTATTTTACCTCTGGCGGTGATAATGGTTGCAT 

841 + + -- + + + + 900 

TATTTATAGATTGTGGCGCGCACAACTGATAAAATGGAGACCGCCACTATTACCAACGTA" 



GTACTAAGTAGGTTGTATGGAACAACGCATAACCCTGAAAGATTATGCAATGCGCTTTGG 

901 - + -- + - + + + + 960 

CATGATTCATCCAACATACCTTGTTGCGTATTGGGACTTTCTAATACGTTACGCGAAACC 



GCAAACCAAGACAGCTAAAGATCCTCTAGAGTCGACCTGCAGGCATGCAAGCTTATCGAA 

961 -- + + + + + + 1020 

CGTTTGGTTCTGTCGATTTCTAGGAGATCTCAGCTGGACGTCCGTACGTTCGAATAGCTT 



TTCTCATTCAGGCTTCTGCCGTTTTGGATTTAACCGAAGATGATTTCGATTTTCTGACGA 

1021 + + + + + --+ 1080 

AAGAGTAAGTCCGAA3ACGGCAAAACCTAAATTGGCTTCTACTAAAGCTAAAAGACTGCT 



GTAACAAAGTTTGGATTGCTACTGACCGCTCTCGTGCTCGTCGCTGCGTTGAGGCTTGCG 

1081 - + - - + + + + + 1140 

CATTGTTTCAAACCTAACGATGACTGGCGAGAGCACGAGCAGCGACGCAACTCCGAACGC 




TTTATGGTACGCTGGACTTTGTGGGATACCCTCGCTTTCCTGCTCCTGTTGAGTTTATTG 

1141 + - + + + + + 1200 

AAATAC CATG CGAC CTGAAACAC CCTATGGGAGCGAAAGGACGAGGACAACTCAAATAAC 

MVRWTL.WDTLAFIjLL.LSbL 

CTGCCGTCATTGCTTATTATGTTCATCCCGTCAACATTCAAACGGCCTGTCTCATCATGG 

1201 + + + + + + 1260 

GACGGCAGTAACGAATAATACAAGTAGGGCAGTTGTAAGTTTGCCGGACAGAGTAGTACC 

LPSLLIMFIPSTFKRPVSSW 

AAGG CG CTG AATTTACGGAAAACATTATTAATGG CGTCGAG CGTC CGGTTAAAG C CG CTG 

1261 + + + + + + 1320 

TTCCGCGACTTAAATGCCTTTTGTAATAATTACCGCAGCTCGCAGGCCAATTTCGGCGAC 

KALNLRKTLLMAS SVRLKPL 

AATTGTTCGCGTTTACCTTGCGTGTACGCGCAGGAAACACTGACGTTCTTACTGACGCAG 

1321 + -- + + + + + 1380 

TTAACAAGCGCAAATGGAACGCACATGCGCGTCCTTTGTGACTGCAAGAATGACTGCGTC 

NCSRLPCVYAQETLTFLLTQ 

AAGAAAACGTGCGTCAAAAATTACGTGCAGAAGGAGTGATGTAATGTCTAAAGGTAAAAA 

1381 + + + - + + + 1440 

TTCTTTTGCACGCAGTTTTTAATGCACGTCTTCCTCACTACATTACAGATTTCCATTTTT 

KKTCVKNYVQ-KE* 

ACGTTCTGGCGCTCGCCCTGGTCGTCCGCAGCCGTTGCGAGGTACTAAAGGCAAGCGTAA 

1441 + + + + + + 1500 

TGCAAGACCGCGAGCGGGACCAGCAGGCGTCGGCAACGCTCCATGATTTCCGTTCGCATT 

AGGCGCTCGTCTTTGGTATGTAGGTGGTCAACAATTTTAATTGCAGGGGCTTCGGCCCTT 

1501 + + + + + + 1560 

TCCGCGAGCAGAAACCATACATCCACCAGTTGTTAAAATTAACGTCCCCGAAGCCGGGAA 



ACTTGAGGATAAATTATCTCTAATATTCAAACTGGCGCCGA 

1561 + -- + -- + + - 1601 

TGAACTCCTATTTAATACAGATTATAAGTTTGACCGCGGCT 



Koordinaten : 

PAW12/10: 1-983 Lambda: 37125-38107 (Sanger et al. f 1982) 

PAW12/10: 1023-1601 Phixi74: 447-1026 (Sanger et al., 1978) 



Mutat ion : 



PAW12/10: 6E>fe (C, in Lambda wt ein T) 




SEQ ID NO. 6/7 



(Linear) MAP of: pCSJ 



fragment from: 1 to: 2834 



ATTTACTATGTTATGTTCTGAGGGGAGTGAAAATTCCCCTAATTCGATGAAGATTCTTGC 



1 



+ 60 



TAAATGATACAATACAAGACTCCCCTCACTTTTAAGGGGATTAAGCTACTTCTAAGAACG 



61 



TCAATTGTTATCAGCTATGCGCCGACCAGAACACCTTGCCGATCAGCCAAACGTCTCTTC 
AGTTAACAATAGTCGATACGCGGCTGGTCTTGTGGAACGGCTAGTCGGTTTGCAGAGAAG 



* 



G 



F 



T 



E 



E 



AGGCCACTGACTAGCGATAACTTTCCCCACAACGGAACAACTCTCATTGCATGGGATCAT 

121 - + + + + -- + + 180 

TCCGGTGACTGATCGCTATTGAAAGGGGTGTTGCCTTGTTGAGAGTAACGTACCCTAGTA 

PWQSAIVKGVVSCSENCPIM 

TGGGTACTGTGGGTTTAGTGGTTGTAAAAACACCTGACCGCTATCCCTGATCAGTTTCTT 

181" + + + + + + 240 

ACCCATGACACCCAAATCACCAACATTTTTGTGGACTGGCGATAGGGACTAGTCAAAGAA 

PYQPNLPQLFVQGSDRILKK 

GAAGGTAAACTCATCACCCCCAAGTCTGGCTATGCAGAAATCACCTGGCTCAACAGCCTG 

241 + + + -- + -- + + 300 

CTTCCATTTGAGTAGTGGGGGTTCAGACCGATACGTCTTTAGTGGACCGAGTTGTCGGAC 

FTFEDGGLRAI CFDGPEVAQ 

CTCAGGGTCAACGAGAATTAACATTCCGTCAGGAAAGCTTGGCTTGGAGCCTGTTGGTGC 
301 + + + + + + 360 

GAGTCCCAGTTGCTCTTAATTGTAAGGCAGTCCTTTCGAACCGAACCTCGGACAACCACG 

EPDVLI LMGDPFSPKSGTPA 

GGTCATGGAATTACCTTCAACCTCAAGCCAGAATGCAGAATCACTGGCTTTTTTGGTTGT 

361 + + + + - + + 420 

CCAGTACCTTAATGGAAGTTGGAGTTCGGTCTTACGTCTTAGTGACCGAAAAAACCAACA 

TMSIIG EVELWFASDSAKKTT 

GCTTACCCATCTCTCCGCATCACCTTTGGTAAAGGTTCTAAGCTTAGGTGAGAACATCCC 

421 ♦ - ♦ + + - + + 480 

CGAATGGGTAGAGAGGCGTAGTGGAAACCATTTCCAAGATTCGAATCCACTCTTGTAGGG 

SVWREADGKTFTRLKPSFMG 

TGCCTGAACATGAGAAAAAACAGGGTACTCATACTCACTTCTAAGTGACGGCTGCATACT 

481 + -- ♦. - + + + + 54 0 

ACGGACTTGTACTCTTTTTTGTCCCATGAGTATGAGTGAAGATTCACTGCCGACGTATGA 

AQVHS FVPYEYESRLSPQMS 

AACCGCTTCATACATCTCGTAGATTTCTCTGGCGATTGAAGGGCTAAATTCTTCAACGCT 

541 + + + + + + 600 

TTGGCGAAGTATGTAGAGCATCTAAAGAGACCGCTAACTTCCCGATTTAAGAAGTTGCGA 

VAEYMEY I ERAI SPSFEEVS 




AACTTTGAGAATTTTTGTAAGCAATGCGGCGTTATAAGCATTTAATGCATTGATGCCATT 

601 + - + + + - - + + 660 

TTGAAACTCTTAAAAACATTCGTTACGCCGCAATATTCGTAAATTACGTAACTACGGTAA 

VKLIKTLLAANYANLANIGN 

AAATAAAGCACCAACGCCTGACTGCCCCATCCCCATCTTGTCTGCGACAGATTCCTGGGA 

661 + + + + + + 720 

TTTATTTCGTGGTTGCGGACTGACGGGGTAGGGGTAGAACAGACGCTGTCTAAGGACCCT 

FLAGVGSQGMGMKDAVSEQS 

721 + -- + + + + + 780 

ATTCGGTTCAAGTAAAAAGAAAAAAAGTATTTAACGAAATTCCGCTGCACGCAGGAGTTC 

LGLENKKKEY IAKLRRADEL 

781 + + + + - + + 840 

GACGAGAACACAATTACCAAAGAAAAAACACGAGTATGCAATTTAGATAGTGGCGTTCCC 

Q EQTLPKKKTSM 

ATAAATATCTAACACCGCGCGTGTTGACTATTTTACCTCTGGCGGTGATAATGGTTGCAT 
841 + + + + + + 900 

TATTTATAGATTGTGGCGCGCACAACTGATAAAATGGAGACCGCCACTATTACCAACGTA 

GTACTAAGTAGGTTGTATGGAACAACGCATAACCCTGAAAGATTATGCAATGCGCTTTGG 

901 + + - - + + -- + + 960 

CATGATTCATCCAACATACCTTGTTGCGTATTGGGACTTTCTAATACGTTACGCGAAACC 

GCAAACCAAGACAGCTAAAGATCCTCTAGAGCGCCCGGAAGAGAGTCAATTCAGGGTGGT 

961 -+ + -- + + + + 1020 

CGTTTGGTTCTGTCGATTTCTAGGAGATCTCGCGGGCCTTCTCTCAGTTAAGTCCCACCA 

GAATGTGAAACCAGTAACGTTATACGATGTCGCAGAGTATGCCGGTGTCTCTTATCAGAC 

1021 + + + + + 1080 

CTTACACTTTGGTCATTGCAATATGCTACAGCGTCTCATACGGCCACAGAGAATAGTCTG 

VKPVTLYDVAEYAGVSYQT 

CGTTTCCCGCGTGGTGAACCAGGCCAGCCACGTTTCTGCGAAAACGCGGGAAAAAGTGGA 

1081 + + + + + 1140 

GCAAAGGGCGCACCACTTGGTCCGGTCGGTGCAAAGACGCTTTTGCGCCCTTTTTCACCT 

VSRVVNQASHVSAKTREKVE 

AGCGGCGATGGCGGAGCTGAATTACATTCCCAACCGCGTGGCACAACAACTGGCGGGCAA 

1141 + - - + + + + + 1200 

TCGCCGCTACCGCCTCGACTTAATGTAAGGGTTGGCGCACCGTGTTGTTGACCGCCCGTT 



AAMAELNYI PNRVAQQLAGK 




ACAGTCGTTGCTGATTGGCGTTGCCACCTCCAGTCTGGCCCTGCACGCGCCGTCGCAAAT 

1201 + + + + + + 1260 

TGTCAGCAACGACTAACCGCAACGGTGGAGGTCAGACCGGGACGTGCGCGGCAGCGTTTA 

QS LL.I GVATS S LAL HAPSQI 

TGTCGCGGCGATTAAATCTCGCGCCGATCAACTGGGTGCCAGCGTGGTGGTGTCGATGGT 

1261 + + + + + + 1320 

ACAGCGCCGCTAATTTAGAGCGCGGCTAGTTGACCCACGGTCGCACCACCACAGCTACCA 

VAAI KSRADQLGASVVVSMV 

AGAACGAAGCGGCGTCGAAGCCTGTAAAGCGGCGGTGCACAATCTTCTCGCGCAACGCGT 

1321 + + + + + -+ 1380 

TCTTGCTTCGCCGCAGCTTCGGACATTTCGCCGCCACGTGTTAGAAGAGCGCGTTGCGCA 

ERSGVEACKAAVHNLLAQRV 

CAGTGGGCTGATCATTAACTATCCGCTGGATGACCAGGATGCCATTGCTGTGGAAGCTGC 

1381 + + + + + + 1440 

GTCACCCGACTAGTAATTGATAGGCGACCTACTGGTCCTACGGTAACGACACCTTCGACG 

SGLI INYPLDDQDAIAVEAA 

CTGCACTAATGTTCCGGCGTTATTTCTTGATGTCTCTGACCAGACACCCATCAACAGTAT 

1441 + + + + + + 1500 

GACGTGATTACAAGGCCGCAATAAAGAACTACAGAGACTGGTCTGTGGGTAGTTGTCATA 

CTNVPALFLDVSDQTPINSI 

TATTTTCTCCCATGAAGACGGTACGCGACTGGGCGTGGAGCATCTGGTCGCATTGGGTCA 

1501 + + + + + +. 1560 

ATAAAAGAGGGTACTTCTGCCATGCGCTGACCCGCACCTCGTAGACCAGCGTAACCCAGT 

I FSHEDGTRLGVEHLVALGH 

CCAGCAAATCGCGCTGTTAGCGGGCCCATTAAGTTCTGTCTCGGCGCGTCTGCGTCTGGC 

1561 -- * ♦ + + + -+ 1620 

GGTCGTTTAGCGCGACAATCGCCCGGGTAATTCAAGACAGAGCCGCGCAGACGCAGACCG 

Q Q I ALLAG PLSSVSARLRLA 

TGGCTGGCATAAATATCTCACTCGCAATCAAATTCAGCCGATAGCGGAACGGGAAGGCGA 

1621 ♦ - + + + + 1680 

ACCGACCGTATTTATA^AaTGAGCGTTAGTTTAAGTCGGCTATCGCCTTGCCCTTCCGCT 

GWHKYLTRIJQI QPIAEREGD 

CTGGAGTGCCATGTCCGGrTTTCAACAAACCATGCAAATGCTGAATGAGGGCATCGTTCC 

1681 ♦ ♦ - - + + + + 1740 

GACCTCACGGTACAGGCCAAAAGTTGTTTGGTACGTTTACGACTTACTCCCGTAGCAAGG 

WSAMSGFQQTMQMLNEGIVP 

CACTGCGATGCTGGTTGCCAACGATCAGATGGCGCTGGGCGCAATGCGCGCCATTACCGA 
1741 ♦ * + -- + .- + + 1800 



GTGACGCTACGACCAAGGGTTGCTAGTCTACCGCGACCCGCGTTACGCGCGGTAATGGCT 
TAMLVANDQMALGAMRAITE 




GTCCGGGCTGCGCGTTGGTGCGGATATCTCGGTAGTGGGATACGACGATACCGAAGACAG 

1801 + + + + + + 1860 

CAGGCCCGACGCGCAACCACGCCTATAGAGCCATCACCCTATGCTGCTATGGCTTCTGTC 

SGLRVGADI SVVGY.DDTEDS 

CTCATGTTATATCCCGCCGTCAACCACCATCAAACAGGATTTTCGCCTGCTGGGGCAAAC 

1861 + + + + + + 1920 

GAGTACAATATAGGGCGGCAGTTGGTGGTAGTTTGTCCTAA7VAGCGGACGACCCCGTTTG 

SCYIPPSTTIKQDFRLLGQT 

CAGCGTGGACCGCTTGCTGCAACTCTCTCAGGGCCAGGCGGTGAAGGGCAATCAGCTGTT 

1921 + + + + - + + 1980 

GTCGCACCTGGCGAACGACGTTGAGAGAGTCCCGGTCCGCCACTTCCCGTTAGTCGACAA 

SVDRLIjQIjS qgqavkgnqll 

GCCCGTCTCACTGGTGAAAAGAAAAACCACCCTGGCGCCCAATACGCAAACCGCCTCTCC 

1981 + + + + + + 2040 

CGGGCAGAGTGACCACTTTTCTTTTTGGTGGGACCGCGGGTTATGCGTTTGGCGGAGAGG 

PVSLVKRKTTLAPNTQTASP 

CCGCGCGTTGGCCGATTCATTAATGCAGCTGGCACGACAGGTTTCCCGACTGGAAAGCGG 

2041 + + + + + + 2100 

GGCGCGCAACCGGCTAAGTAATTACGTCGACCGTGCTGTCCAAAGGGCTGACCTTTCGCC 

RALADSL.MQLARQVSRLESG 

GCAGTGAGCGCAACGCAATTAATGTGAGTTAGCTCACTCATTAGGCACCCCAGGCTTTAC 

2101 + + + + + + 2160 

CGTCACTCGCGTTGCGTTAATTACACTCAATCGAGTGAGTAATCCGTGGGGTCCGAAATG 

Q * 

ACTTTATGCTTCCGGCTCGTATGTTGTGTGGAATTGTGAGCGGATAACAATTTCACACAG 

2161 ♦ ♦ + + + + 2220 

TGAAATACGAAGGCCGA3CATACAACACACCTTAACACTCGCCTATTGTTAAAGTGTGTC 

GAAACAGCTCTGCAGGCATGCAAGCTTATCGAATTCTCATTCAGGCTTCTGCCGTTTTGG 

2221 -- ♦ ♦ + + + + 2280 

CTTTGTCGAGACGTCCGTACGTTCGAATAGCTTAAGAGTAAGTCCGAAGACGGCAAAACC 

ATTTAACCGAAGATGATTTCGATTTTCTGACGAGTAACAAAGTTTGGATTGCTACTGACC 

2281 ♦ -+ + + + 2340 

TAAATTGGCTTCTACT/^vAGCTAAAAGACTGCTCATTGTTTCAAACCTAACGATGACTGG 

GCTCTCGTGCTCGTCGCTGCGTTGAGGCTTGCGTTTATGGTACGCTGGACTTTGTGGGAT 
2341 -- ♦ + + + - + + 2400 



. CGAGAGCACGAGCAGCGACGCAACTCCGAACGCAAATACCATGCGACCTGAAACACCCTA 

MVRWTLWD 



ACCCTCGCTTTCCTGCTCCTGTTGAGTTTATTGCTGCCGTCATTGCTTATTATGTTCATC 

2401 + . + + + + + 2460 

TGGGAGCGAAAGGACGAGGACAACTCAAATAACGACGGCAGTAACGAATAATACAAGTAG 

TLAFLLLL.SLLIiPSLL.IMFI 

CCGTCAACATTCAAACGGCCTGTCTCATCATGGT^AGGCGCTGAATTTACGGAAAACATTA 

2461 + + - + + + + 2520 

GGCAGTTGTAAGTTTGCCGGACAGAGTAGTACCTTCCGCGACTTAAATGCCTTTTGTAAT 

PSTFKRPVSSWKALNLRKTL 

TTAATGGCGTCGAGCGTCCGGTTAAAGCCGCTGAATTGTTCGCGTTTACCTTGCGTGTAC 

2521 + + + + + + 2580 

AATTACCGCAGCTCGCAGGCCAATTTCGGCGACTTAACAAGCGCAAATGGAACGCACATG 

LMASSVRLKPLNCSRLPCVY 

GCGCAGGAAACACTGACGTTCTTACTGACGCAGAAGAAAACGTGCGTCAAAAATTACGTG 

2581 + + + -- + + + 2640 

CGCGTCCTTTGTGACTGCAAGAATGACTGCGTCTTCTTTTGCACGCAGTTTTTAATGCAC 

AQETLTFLLTQKKTCVKNYV 

CAGAAGGAGTGATGTAATGTCTAAAGGTAAAAAACGTTCTGGCGCTCGCCCTGGTCGTCC 

2641 + + + + + + 2700 

GTCTTCCTCACTACATTACAGATTTCCATTTTTTGCAAGACCGCGAGCGGGACCAGCAGG 

Q K E * t , ;< : t 

GCAGCCGTTGCGAGGTACTAAAGGCAAGCGTAAAGGCGCTCGTCTTTGGTATGTAGGTGG, 

27 01 + - + - - + + + +• 27 60 

CGTCGGCAACGCTCCAT3ATTTCCGTTCGCATTTCCGCGAGCAGAAACCATACATCCACC < 



TCAACAATTTTAATTG CA3GGGCTTCGGCCCTTACTTGAGGATAAATTATGTCTAATATT" 

2761 + ♦ + + + + 2820 

AGTTGTTAAAATTAACGTCCCCGAA3CCGGGAATGAACTCCTATTTAATACAGATTATAA 



CAAACTCGCGCCGA 

2821 * 

GTTTGACCGCGGCT 



Koordinaten: 



pCSJ: 1-983 
pCSJ: 990-223? 
PCSJ: 2256 - 2S34 



Lambda: 37125-38107 (Sanger et al . , 1982) 

LacI von pMC7 (Calos, 1978) 

Phixi74: 447-1026 (Sanger et al., 1978) 



Mutat ion : 



pCSJ: 858 <C, in Lambda wt ein T) 




THIS PAGE BLANK (uspto) 



